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論文内容の要旨
これまでに本酵素の基本的性質，他の生物起源の類似酵素との比較，殊に表記の 2 つのアミノ酸を
基質としてとり得ること，及び本酵素活性を欠損している変異株の栄養要求性等を明らかにし，それ
らに基いて本酵素は細胞内ではホモシスティンよりもむしろシスティンを合成する機能を果している
らしいことを推定してきたO その後本酵素の反応機構を明らかにする為の手掛りを得る目的でこの研
究を行った。これまでに得られていた部分精製酵素標品を DEAE-セルロースカラム (pH7.8) に吸着
させ， pH6.5 で溶離することによって約35%の収率でポリアクリル・アミドゲル電気泳動的，超遠心
的にほぼ均ーな標品を得た。この標品を使って酵素的 物理・化学的な研究を行い次のような結果を
得た。ピリドキサールはピリドキサール 5- リン酸 (PALP) と拾抗的 (Kt=122μM) にアポ酵素の触媒
活性を阻害した。ホロ酵素の吸収スペクトルは420 ， 330, 280nm に吸収極大を示し，酵素を水素化ホ
ウ素ナトリウムで還元すると 420nmの吸収は減少し， 330nmのそれは増大した。ーまたこれらの変化に
f半って酵素の触媒活性は減少した。これらの結果から，本酵素も他のピリドキサール酵素と同様，
PALP の CHO 基と酵素のリジン残基聞に Schiff 塩基を形成していることを示している。本酵素は 1 分
子当り 4 個の PALP を結合していることをスベクトル的，化学的に測定した。一方ゲルろ過法とSDS
ポリアクリルアミドゲル電気泳動法で分子量を推定すると夫々約 200， 000 と約50， 000の値を示したの
で本酵素は PALP を夫々 1 個ず‘つもった分子量約 50， 000 のサブユニットが会合した四量体であると推
定した。 SH はタンパク質 50， 000g 当り約 1 個検出されたこと，酵素は SDS のみで解離したことから
サブユニット聞には共有結合は含まれていないと考えられる。またいくつかの根拠からサプユニット
は一種類であることを確認した。最後に本酵素の分子構造及びアミノ酸組成について他のピリドキサ
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ール酵素の場合と比較検討した。
論文の審査結果の要旨
多くの微生物においてホモシステイン(メチオニン前駆体)はシステインからシスタチオニンを経
て合成されることが知られているが，酵母抽出液には 0- アセチルホモセリン (OAH) スルフヒドリラ
ーゼの強い活性が認められるので，この酵素によって直接ホモシステインが合成される可能性も考え
られ，結論が得られていなかった。山県君の第一の業績は，酵母においてもホモシステインの合成は
シスタチオニン経路によって行われることを確立したことにある。すなわち，山県君はパン酵母から
OAH スルブヒドリラーゼをほぼ均一に精製し，これが OAH のほかに 0- アセチルセリン (OAS) のス
ルフヒドリル化をも触媒しうること， したがってこの酵素は OAS-OAH スルフヒドリラーゼと呼ばれ
るべきものであることを明らかにした。山県君はさらに酵母のメチオニン要求性突然異株をしらベ，
その中の 2 株のシステイン要求株およびそれまでホモシステイン要求株と考えられていた株 (No.16)
の OAS-OAH スルフヒドリラーゼはきわめて弱い活性しかもたないことを示した。また No.16株の栄
養要求の再検討から，これがシステイン合成と OAS 合成をともに欠損した double mutant であること
を明らかにした。これらの事実は， OAS-OAH スルフヒドリラーゼは生理的には OAS と H 2 S からの
システインの合成に与えているものであり，ホモシステインは他の微生物と同様にシスタチオニン経
路によって合成されることを示している。山県君の第二の業績は精製した酵母の OAS-OAH スルクヒ
ドリラーゼのタンパク質化学的性質を明らかにしたことである。すなわち，この酵素は分子量約 5 万
の同一のサプユニット 4 個から成り，各サブユニットに 1 個ずつのピリドキサールー5- リン酸が結合
している。また各サプユニットには分子内に埋れた 1 個のーSH 基が存在し，これは補酵素の結合に関
与していないことなど，多くの知見を明らかにしている。
以上のように，山県君の業績は従来不明で、あった酵母における含硫アミノ酸生合成について明確な
指針を与えたものであり，理学博士の学位に十分値するものと判断される。
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